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Alexa Fluor 750-siRNA：Alexa Fluor 750 修飾 siRNA  
B16F10 Red-Fluc：Luciora Itarica 由来ホタルルシフェラーゼ遺伝子導入
B16F10 
DDS：ドラッグデリバリーシステム  
DMEM：Dullbecco’s modified Eagle’s medium 
DOTAP：1,2-dioleoyl-3-trimethyl ammoniumpropane-chloride 
DSPE – PEG2000 ： 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino 
(polyethylene glycol) (MW: 2000)] 
DSPE-PEG2000-NHS：1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-[ami 




HEPES：2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethane sulfonic acid 






RPMI 1640：Roswell park memorial institute medium 
siRNA：small interfering RNA 
TEM：透過型電子顕微鏡  
Tris：Tris(hydroxymethyl)aminometane 

























 本研究では、肺がん治療を指向した肺投与型 DDS の構築を目的とし、転移
性肺がんモデルマウスを用いて種々の検討を行った。以下、1. 肺がん治療にお
ける抗腫瘍薬の肺への直接送達の意義、2. 腫瘍細胞への標的指向能を付与した






第 1 章 肺がん治療における抗腫瘍薬の肺への直接送達の意義  
 
 






びシスプラチンのミセル化製剤などの様々な DDS が開発されている 12)。しか
し、これらの DDS はいずれも静脈内投与製剤であり、優れた抗腫瘍効果は期
待できるものの、全身性副作用の劇的な改善には至っていない 13)。  
 肺投与は、肺炎 14)や慢性閉塞性肺疾患 15)などの様々な呼吸器疾患の病巣に
薬物を直接送達することができる新規投与経路として着目されている。また、











第 2 節 実験方法  
 
 






2. B16F10 の培養  
 B16F10（マウスメラノーマ細胞）は Riken cell bank（筑波）から購入した。
培養液は、非働化した 10%ウシ胎児血清（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
MA, USA）及び 40 µg/mL ゲンタマイシン（ゲンタシン、MSD、大阪）を含む
Dullbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM, 和光純薬工業）を使用した。培
養は、25 cm2 ポリスチレン製培養フラスコ（Corning Life Science Co., Corning, NY, 
USA）を用いて、37C、5%CO2-95%Air 条件下で行った。培養液は 3 日毎に交
換し、コンフルエントに達した細胞を 0.25%トリプシン－EDTA（和光純薬工業）
を用いて回収し、継代を行った。実験には、継代数 24 – 38 の細胞を用いた。  
 
 
3. 転移性肺がんモデルマウスにおける投与実験  
 C57BL/6 系雌性マウス（15 – 19 g、日本 SLC、静岡）に B16F10（4×105 cells）
を尾静脈内注入し、転移性肺がんモデルマウスを作成した（Figure 1）16)。転移
性肺がんモデルマウスに、ドキソルビシンをペントバルビタール麻酔下で液体
気管内投与器具（Lipid MicroSprayer, Model 1A-1C, PennCentury Inc., Philadelphia, 
PA, USA）を用いて肺投与（400 µg/1.25 mL/kg body wt）、または尾静脈内投与







ビシンの腫瘍増殖抑制効果を評価する目的で、B16F10 投与 2、6、10 及び 14
日後にドキソルビシンを繰り返し投与した。なお、本実験は北海道薬科大学学






Figure 1 Pathologic features of the lungs in a mouse model of metatastatic lung cancer at 
14 days after B16F10 injection (A, C), compared with normal mouse lung tissue (B, D) 
 
(A, B) Gross findings; (C, D) HE staining  
Scale bar is 100 μm. 
 
 
4. ドキソルビシン濃度の測定  
 血清及び肺ホモジネート中のドキソルビシン濃度の測定は、Urva らの方法 17)
を参考に、HPLC により測定した。すなわち、摘出した肺 200 mg に対して 800 
µL の精製水を加え、ビオラモホモジナイザー  VH-10（アズワン、大阪）を用
いて臓器ホモジネートを作成した。各試料 100 µL に内標準物質であるダウノ
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ルビシン水溶液（1 µg/mL）50 µL、アセトン 150 µL を加え、遠心分離（15,000×g、
5 分間、4C）による除蛋白処理後、上清を HPLC に注入した。HPLC 条件は以
下の通りである。なお、ドキソルビシンの検量線は 2.5 – 640 ng/mL の範囲で良
好な直線性（R2 = 0.999）を示した。  
 
HPLC 条件  




カラム：Mightysil RP-18 GP II, 250×4.6 mm, pore size 5 µm 
（関東化学、東京）  
ガードカラム：Mightysil RP-18 GP, 5.0×4.6 mm（関東化学）  
カラム温度：35C 
ポンプ：HPLC 送液ユニット（LC-10ATVP; 島津製作所、京都）  
検出器：分光蛍光検出器（RF-10AXL; 島津製作所）  
検出波長：励起波長 490 nm、蛍光波長 560 nm 
 
 







した。O.C.T. Compound（サクラファインテック、東京）に包埋し、5 µm 厚の
凍結組織切片を作成した。作成した切片は、常法に従ってヘマトキシリン・エ
オシン（ HE）染色を行うか、またはドキソルビシンの蛍光観察のために
Fluoromount（Diagnostic BioSystems Inc., Plesanton, CA, USA）で封入した。そ
6 
 




6. 統計学的解析  
得られた値は平均値±標準偏差で示した。統計解析は、SPSS Version 21（ IBM 



















Figure 2 Doxorubicin concentrations in serum (A) and in the lungs (B) following 
intrapulmonary and intravenous administration to mice with metastatic lung tumor 
 
Doxorubicin (400 µg/kg body wt) was administered intrapulmonarily or intravenously to mice 
with metastatic B16F10 lung tumor. The doxorubicin concentrations in serum at 4, 6, and 8 h and 
those in the lungs at 8 h are shown. Each point represents the mean ± S.D. (n = 4). *p < 0.05 and 















Figure 3 Doxorubicin distribution in the lung following intrapulmonary and intravenous 
administration to mice with metastatic lung tumor 
 
Doxorubicin (400 µg/kg body wt) was administered intrapulmonarily or intravenously to mice 
with metastatic B16F10 lung tumor. At 8 h after administration, serial sections were prepared by 
cryobiopsy. (A); Red fluorescence indicates the distribution of doxorubicin in lung tissue. The 
dotted line represents the tumor region (T). Scale bar is 100 μm. (B); The fluorescent intensity 
derived from doxorubicin was analyzed using ImageJ software. Each point represents the mean ± 













Figure 4 Anti-tumor effect of doxorubicin following intrapulmonary and intravenous 
administration to mice with metastatic lung tumor 
 
Doxorubicin (400 µg/kg body wt) was administered intrapulmonarily and intravenously after 2, 
6, 10, and 14 days of B16F10 injection to mice. After 16 days B16F10 injection, HE staining of 
the lung sections was performed. Scale bar is 100 μm. 
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と考えられている 27)。  
本章では、このような背景のもと、siRNA の腫瘍細胞への標的指向能を付与




第 2 節 実験方法  
 
 
1. 試薬  
プロタミン硫酸塩及びヒアルロン酸ナトリウム塩は、Sigma Aldrich Co.（St 
Louis, MO, USA）から購入した。 1,2-dioleoyl-3-trimethyl ammoniumpropane 
chloride （ DOTAP ）、 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino 
(polyethylene glycol) (MW: 2000)]（DSPE–PEG2000）及び1,2-distearoyl-sn-glycero- 
3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol) (MW: 2000)] hydroxysuccin 
amide（DSPE-PEG2000-NHS）は、日油（東京）から購入した。コレステロール
は和光純薬工業から購入した。N-(2-aminoethyl)-4-methoxybenzamide塩酸塩は、
Santa Cruz Biotechnology Inc.（Dallas, TX, USA）から購入した。HiLyte Fluor 555
修飾ネガティブコントロール siRNA（HiLyte Fluor 555-siRNA）はニッポンジー
ン（東京）より購入した。抗ルシフェラーゼ siRNA（Sense: 5’-GGU CUG AGC UCC 
UUG AUA ATT-3’, Anti-Sense: 5’-UUA UCA AGG AGC UCA GAC CTT-3’）は
Thermo Fisher Scientific Inc.から購入した。その他の試薬は、特級品を使用した。 
 
 
2. DSPE-PEG2000-anisamide の合成  
 DSPE-PEG2000-anisamide は以下に示す方法で合成した（Figure 5）28)。すなわ
ち、20 mM HEPES（pH 8.0）緩衝液に溶解した DSPE-PEG2000-NHS（10 mM）及
び N-(2-aminoethyl)-4-methoxybenzamide（10 mM）を 3:1（mol 比）で混合し、
4C で一晩撹拌した。シリカゲル分取用薄層板（60 F254、Merck KGaA, Darmstadt, 
Germany）を用いて、クロロホルム :メタノール=13:5（v/v）で展開した。生成
した DSPE-PEG2000-anisamide のスポットを回収し、クロロホルムを用いて、4C








Figure 5 The synthesis schemes for DSPE-PEG2000-anisamide 
 
 
3. siRNA 封入ナノ粒子製剤の調製  
 ナノ粒子製剤は 3 段階の自己形成プロセスにより調製した（Figure 6）。第 1
段階では、負電荷を有する siRNA、負電荷のヒアルロン酸及び正電荷のプロタ
ミンの 3 者複合体を調製した。すなわち、siRNA とヒアルロン酸の混合物（160 
– 340 µg/mL, 質量比  1:1）75 µL とプロタミン（200 µg/mL）75 µL を 1.5 mL チ
ューブ中で混合した。室温で 10 分間静置した後、自己形成された複合体の粒
子径とゼータ電位を測定した。3 者の最適な質量比は、粒子径及びゼータ電位








が DOTAP:コレステロール= 1:1（mol 比）、DOTAP 濃度が 10 mM となるよう薄






（300 µL）に DSPE-PEG2000-anisamide（10 mg/mL）を 46.8 µL 加え、50C で 10 
分間静置し、ナノ粒子製剤を自己形成させた。また、比較のため、被覆構造体





Figure 6 Preparation of nanoparticle formulation 
 
 
4. 粒子径及びゼータ電位の測定  
 前項で調製した複合体、被覆構造体及びナノ粒子製剤の粒子径及びゼータ電








5. siRNA 封入率の算出  
 第 3 項で調製したナノ粒子製剤中の siRNA 封入率は、ゲルろ過法により求め
た 32)。 siRNA を封入したナノ粒子製剤をセファーロース CL4B size exclusion 
column（GE healthcare Ltd., Buckinghamshire, UK）でゲルろ過することで、未封
入の siRNA を除去し、製剤中の siRNA 封入率を算出した。  
 
 
6. 透過型電子顕微鏡（TEM）像の撮影  
 第 3 項で調製したナノ粒子製剤 5 µL を 300 メッシュ炭素被膜銅グリッド（Ted 
Pella Inc., Redding, CA, USA）に滴下し、室温で 5 分間静置した。その後、グリ
ッドを 1%酢酸ウラニル 40 µL で染色し、十分に乾燥させた。TEM 画像は、
Phillips CM12（FEI, Hillsboro, OR, USA）を用いて、100 kV 電圧下で撮影した




7. ホタルルシフェラーゼ遺伝子を導入した B16F10 の培養  
 Luciola Italica 由来のホタルルシフェラーゼ遺伝子を導入した B16F10
（B16F10 Red-Fluc）は Perkin Elmer Inc.（Waltham, MA, USA）から購入した。
培養液は、非働化した 10%ウシ胎児血清及び 40 µg/mL ゲンタマイシン（ゲン
タシン）を含む Roswell park memorial institute medium（RPMI 1640, 和光純薬
工業）を使用した。培養は、25 cm2 ポリスチレン製培養フラスコを用いて、37C、
5%CO2-95%Air 条件下で行った。培養液は 3 日毎に交換し、コンフルエントに
達した細胞を 0.25%トリプシン－EDTA を用いて回収し、継代を行った。実験
には、継代数 10 – 20 の細胞を用いた。  
 
 
8. In vitro 細胞内 siRNA 送達実験  
継代後 3 – 4 日目の B16F10 Red-Fluc を実験に用いた。B16F10 Red-Fluc を
1×105 cells/0.75 cm2の密度で、ポリスチレン製 48穴プレート（BD Falcon, Bedford, 
16 
 
MA, USA）に播種した。37C、5%CO2-95%Air 条件下で 20 時間培養し、細胞を
プレートに付着させた。培養液で細胞を洗浄し、HiLyte Fluor 555-siRNA を封
入した被覆構造体またはナノ粒子製剤を含む培養液（siRNA, 200 nM）に置換
して、37C で 4 時間培養した。培養後、細胞を氷冷した PBS（pH 7.4）で 2 回
洗浄し、0.1 M NaOH を 500 µL 加え、37C で 30 分間静置することで細胞を溶
解させた。  
細胞溶解液中の HiLyte Fluor 555-siRNA 濃度は、プレートリーダ （ーPowerscan 
HT, Pharma Biomedical Co., Ltd.、大阪）を用いて励起波長 530 nm、蛍光波長 590 
nm における蛍光強度を測定することで求めた。得られた結果から B16F10 
Red-Fluc による HiLyte Fluor 555-siRNA の細胞内取り込み量を求めた。  
 
 
9. In vitro ルシフェラーゼ遺伝子発現抑制実験  
 B16F10 Red-Fluc 細胞を 1×105 cells/0.75 cm2 の密度で、ポリスチレン製 48 穴
プレートに播種した。37C、5%CO2-95%Air 条件下で 20 時間培養し、細胞をプ
レートに付着させた。培養液で細胞を洗浄し、抗ルシフェラーゼ  siRNA を封
入したナノ粒子製剤（ siRNA, 200 nM）を適用し、37C で 24 時間培養した。培
養後、細胞を氷冷した PBS（pH 7.4）で 2 回洗浄し、1% Triton X-100、2 mM EDTA、
0.1 M Tris-HCl を 50 µL 加え、37C で 30 分間静置することで細胞を溶解させた。
細胞溶解液中のルシフェラーゼ活性の測定は、市販のキットを用いて行った。
すなわち、細胞溶解液 10 µL に Luciferase Assay Reagent（Luciferase Assay System, 
Promega Co., Madison, WI, USA）100 µL を加え混和し、発光強度をプレートリ
ーダーで測定した。  
蛋白濃度は Pierce BCA Protein Assay Reagent（Thermo Fisher Scientific Inc.）
を用いて測定した。すなわち、BCA Protein Assay Reagent A 液に B 液を 50:1 
（v/v）で混合し、BCA Working Reagent を調製した。精製水で 2 倍希釈した細
胞溶解液 20 µL に BCA Working Reagent 400 µL を加えて混和し、37C で 30 分
間反応させたのち、プレートリーダーを用いて 562 nm における吸光度を測定







10. 統計学的解析  
得られた値は平均値±標準偏差で示した。統計解析は、SPSS Version 21 を用





第 3 節 結果  
 
本章では、 siRNA の腫瘍細胞への標的指向能を付与した肺投与型 DDS を構
築すべく、siRNA を封入したナノ粒子製剤を設計・調製した。調製プロセスの




を Figure 7 に示す。プロタミンに対する siRNA とヒアルロン酸混合物の質量比
が 0.8 – 1.3（w/w）の範囲では、ゼータ電位は中性付近の値となり、複合体の
凝集と考えられる 1500 nm 以上の粒子径を示した。一方、質量比が 1.4（w/w）
以上では、粒子径が約 400 nm で安定し、かつ負電荷を有する複合体が得られ




Figure 7 Effect of (siRNA + hyaluronic acid)/protamine weight ratio on particle size (●) and 
zeta potential (○) of siRNA/hyaluronic acid/protamine complex 
 
Protamine (200 µg/mL, 75 µL) and a mixture of siRNA and hyaluronic acid (160 – 340 µg/mL, 
weight ratio = 1:1, 75 µL) were mixed in a 1.5 mL tube and kept at room temperature for 10 min. 










Figure 8 に示す。 siRNA に対するリポソーム中の DOTAP のモル比が 168 では、
ゼータ電位の絶対値が小さく、被覆構造体の凝集が認められた。モル比が 1256






Figure 8 Effect of DOTAP/siRNA molar ratio on particle size (●) and zeta potential (○) of 
the coated structure 
 
Complex of siRNA/HA and protamine (siRNA + hyaluronic acid)/protamine weight ratio = 1.6, 
150 µL) and DOTAP/cholesterol liposomes (DOTAP concentration = 10 mM, 0 – 200 µL) were 
mixed and kept at room temperature for 10 min. Then, particle size and zeta potential of the 






らに被覆構造体の標的腫瘍細胞への siRNA 送達能を in vitro で評価し、最適な
被覆構造体を選択することとした。被覆構造体を B16F10 に適用し、4 時間後
の HiLyte Fluor 555-siRNA の細胞内取り込み量を Figure 9 に示す。 siRNA に対
する DOTAP のモル比の増加に伴い siRNA 送達効率は増大し、モル比 1675 で






Figure 9 Effect of DOTAP /siRNA molar ratio of the nanoparticle formulation on the in 
vitro intracellular siRNA delivery in B16F10 cells 
 
The coated structure containing HiLyte Fluor 555-siRNA (200 nM) were applied to B16F10 
cells (1×105 cells/0.75 cm2/well) and incubated at 37C for 4 h. Then fluorescent intensity in 










径は 157 nm、ゼータ電位は+26 mV、 siRNA の封入率は 95%であった。TEM 画





Figure 10 Transmission electron microscope (TEM) images of nanoparticle formulations. 
 
Nanoparticle formulations (5 µL) were dropped onto a 300-mech carbon-carted copper grid and 
allowed for a short incubation (5 min) at room temperature. Grids were then stained with 1% 
uranyl acetate (40 µL) and wicked dry. TEM image were acquired using a Phillips CM12 (FEI 






調製したナノ粒子製剤の B16F10 への siRNA 送達能を in vitro にて評価した。
HiLyte Fluor 555-siRNA 封入ナノ粒子製剤を B16F10 に適用 4 時間後の細胞内蛍
光強度を Figure 11 に示す。siRNA 単独適用では送達は認められず、ナノ粒子製





Figure 11 In vitro intracellular siRNA delivery of nanoparticle formulations in B16F10 cells 
 
Nanoparticle formulations containing HiLyte Fluor 555-siRNA (200 nM) were applied to 
B16F10 cells (1×105 cells/0.75 cm2/well) and then incubated at 37C for 4 h. After incubation, 
the intracellular fluorescent-labeled siRNA was determined. Each value represents the mean ± 





ナノ粒子製剤の標的腫瘍細胞における遺伝子発現抑制効果を in vitro にて評
価した。抗ルシフェラーゼ siRNA またはネガティブコントロールである HiLyte 
Fluor 555-siRNA を封入したナノ粒子製剤を B16F10 Red-Fluc に適用し、24 時間
経過した後の細胞内ルシフェラーゼ活性を Figure 12 に示す。抗ルシフェラー





Figure 12 In vitro luciferase gene silencing effects of nanoparticle formulations in B16F10 
Red-Fluc cells 
 
Nanoparticle formulations containing anti-luciferase siRNA (200 nM) were applied to B16F10 
Red-Fluc cells transduced with firefly luciferase gene (1×105 cells/0.75 cm2/well) and then 
incubated at 37°C for 24 h. After incubation, luciferase activity in cells was measured. Each 
value represents the mean ± S.D. (n = 4). *p < 0.01.
24 
 











ンドを修飾する｣ことの 3 点を掲げた（Figure 6）。  
調製プロセスの第 1 段階では、siRNA を製剤コア内へ充填するために、静電
的相互作用を利用して複合体を形成させた（Figure 7）。キャリア高分子として
使用したヒアルロン酸は細胞外マトリックスに含まれる成分である 35)。また、




















siRNA 送達にも有用であると考えられる。  
 siRNA を送達するための DDS はいくつか報告されているが、その調製には
時間や多くの工程を要するとともに 41-43)、超音波ホモジナイザーやスターラー
などの機器を必要とする 42, 44)。また、その siRNA の封入率は 70%程度と比較





















に寄与する vascular endothelial growth factor（VEGF）、細胞質内で Max タンパ
ク質と結合し核内に移行し、DNA の複製を促進することでがんの増殖やアポト
ーシスの回避などに寄与する c-Myc 及びがん抑制遺伝子である p53 に結合する
ことで、その機能を抑制するとともに、p53 の分解を誘導し、腫瘍の増殖に寄
与する MDM2 などの様々な遺伝子が関与する 46-48)。  
 そこで本章では、VEGF、c-Myc 及び MDM2 をコードする遺伝子を標的とす





第 2 節  実験方法  
 
 
1. 試薬  
 Alexa Fluor 750 修飾 siRNA（Alexa Fluor 750-siRNA, Sense: 5’-AAU UCU CCG 
AAC GUG UCA CGU TT-3’, Anti-Sense: 5’-ACG UGA CAC GUU CGG AGA AUU 
TT-3’）49)は、日本バイオサービス（埼玉）から購入した。抗 VEGF siRNA（Sense: 
5’-CGA UGA AGC CCU GGA GUG CTT-3’, Anti-Sense: 5’-GCU ACU UCG GGA 
CCU CAC GTT-3’）、抗 c-Myc siRNA（Sense: 5’-GAA CAU CAU CAU CCA GGA 
CTT-3’, Anti-Sense: 5’-CUU GUA GUA GUA GGU CCU GTT-3’）及び抗 MDM2 
siRNA（Sense: 5’-GCU UCG GAA CAA GAG ACU CTT-3’, Anti-Sense: 5’-CGA 




2. In vitro 腫瘍関連タンパク質発現抑制実験  
 第 2 章第 2 節第 3 項と同様の方法で、抗 VEGF siRNA、抗 c-Myc siRNA 及び
抗 MDM2 siRNA の 3 種類の siRNA を 1:1:1 のモル比で混合封入したナノ粒子製
剤（抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤）を調製した。  
 B16F10 を 1×105 cells/cm2 の密度で、8 穴チャンバースライドガラス（松波硝
子、大阪）に播種し、20 時間培養した。抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤（合
計 siRNA 濃度 200 nM）を適用し、24 時間培養した。培養後、細胞を培養液で
3 回洗浄し、4%パラホルムアルデヒドを加え、10 分間室温で静置することで、
細胞の固定処理を行った。処理後、PBS で 2 回洗浄し、Blocking One Histo（ナ
カライテスク、京都）を加え、15 分間室温で静置することで、ブロッキング処
理を行った。一次抗体として抗 VEGF 抗体（1:100, マウスモノクローナル IgG
抗体 , Santa Cruz Biotechnology Inc.）、抗 c-Myc 抗体（1:50, マウスモノクローナ
ル IgG 抗体 , Santa Cruz Biotechnology Inc.）または抗 MDM2 抗体（1:100, マウ
スモノクローナル IgG 抗体 , Santa Cruz Biotechnology Inc.）を適用し、室温で 1
時間静置した。処理後、PBS で 5 分間、3 回洗浄し、二次抗体として、Alexa Flour 
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488 修飾抗体（マウスモノクローナル IgG 抗体 , Life Technologies Co., Carlsbad, 
CA, USA）を適用し、1 時間静置した。処理後、PBS で 5 分間、3 回洗浄した。
封入剤である Fluoromount を適用し、カバーガラスを被せて密封した。その後、
焦点レーザー顕微鏡（LSM 700, Zeiss）を用いて蛍光観察した。  
 
 
3. Ex vivo imaging による siRNA 肺内送達能の評価  
 第 1 章第 2 節第 3 項と同様の方法で、Alexa Fluor 750-siRNA 封入ナノ粒子製
剤を、B16F10 投与 19 日目の転移性肺がんモデルマウスに肺投与または尾静脈
内投与（ siRNA として 0.1 mg/kg）した。投与 4 時間後に開腹し、腹部大動脈を
切断することにより脱血死させ、直ちに肺を摘出した。 in vivo imaging システ
ム  （MIIS, Molecular Devices llc., Sunnyvale, CA, USA）を用いて、肺内の Alexa 
Fluor 750-siRNA を可視化した。  
 
 
4. 抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤投与後の生存率の評価  
 第 1 章第 2 節第 3 項と同様の方法で、抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤を、
B16F10 投与 6, 9, 12, 15 及び 18 日後の転移性肺がんモデルマウスに肺投与また




5. 抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤投与後の血漿中乳酸脱水素酵素活性の測定  
 第 1 章第 2 節第 3 項と同様の方法で、抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤を、マ









6. 統計学的解析  
 得られた値は平均値±標準偏差で示した。統計解析は、SPSS Version 21 を用





第 3 節  結果  
 
 抗腫瘍効果の評価に先立ち、抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤を B16F10 に適
用し、3 種類（VEGF、c-Myc 及び MDM2）の腫瘍関連タンパク質の発現に及ぼ
す影響を免疫蛍光抗体法により検討した。抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤を
B16F10 に適用し、24 時間経過した後の各タンパク質の免疫蛍光染色像を Figure 
13 に示す。遺伝子発現抑制作用を示さないネガティブコントロールである






Figure 13 In vitro oncogene silencing effect of nanoparticle formulations containing 
antitumor siRNA in B16F10 cells 
 
Nanoparticle formulations containing antitumor siRNA (200 nM, VEGF/c-Myc/MDM2 = 1:1:1 
molar ratio) were applied to B16F10 cells and then incubated at 37oC for 24 h. After incubation, 
VEGF, c-Myc, and MDM2 proteins were immunostained. Green fluorescence indicates the 





 転移性肺がんモデルマウスにナノ粒子製剤を肺投与したときの siRNA の肺
内送達能を評価するため、ex vivo imaging を行った。Alexa Fluor 750-siRNA 封
入ナノ粒子製剤を転移性肺がんモデルマウスに肺投与し、4 時間経過した後の







Figure 14 Ex vivo imaging of Alexa Fluor 750-siRNA in lungs after intrapulmonary 
administration to mice with metastatic lung tumor 
 
Nanoparticle formulation containing alexa fluor 750-siRNA (0.1 mg/kg) was administered 
intrapulmonarily or intravenously to mice with metastatic B16F10 lung tumor. (A) Fluorescence 
imaging in the lung using MIIS (Molecular Devices). (B) The fluorescence intensity in region of 
interest calculated in the lung using MIIS measurement and display software (Meta Vue ver. 














Figure 15 Survival rate of mice with metastatic lung tumor after intrapulmonary 
administration of nanoparticle formulations containing antitumor siRNA 
 
Nanoparticle formulations containing antitumor siRNA (0.1 mg/kg, VEGF/c-Myc/MDM2 = 
1:1:1 molar ratio) were administered intrapulmonarily or intravenously to mice on days 6, 9, 12, 





 また、参考データではあるが、Figure 15 の 19 日目に相当する時点の肺の外






Figure 16 Anti-tumor effect of nanoparticle formulation following intrapulmonary and 
intravenous administration to mice with metastatic lung tumor 
 
Nanoparticle formulations containing antitumor siRNA (0.1 mg/kg, VEGF/c-Myc/MDM2 = 
1:1:1 molar ratio) were administered intrapulmonarily or intravenously to mice on days 6, 9, 12, 










性を測定した。抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤を肺投与し、24 時間経過した
後の血漿中 LDH 活性を Figure 17 に示す。抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤を肺






Figure 17 The lactate dehydrogenase (LDH) activities in plasma after intrapulmonary 
administration of nanoparticle formulations containing antitumor siRNA to mice 
 
Nanoparticle formulations containing antitumor siRNA (0.1 mg/kg, VEGF/c-Myc/MDM2 = 
1:1:1 molar ratio) were administered intrapulmonarily or intravenously to mice. PBS was 
administered intrapulmonarily or intravenously as each negative control. Doxorubicin (25 
mg/kg) was administered intravenously as a positive control. After 24 h administration, plasma 
was collected and LDH activities were determined. Each value represents the mean ± S.D. (n = 
4). N.S; not significant, *p < 0.01. 
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第 4 節 考察  
 
本章では、VEGF、c-Myc 及び MDM2 をコードする遺伝子を標的とする 3 種
類の siRNA を封入したナノ粒子製剤（抗腫瘍 siRNA 封入ナノ粒子製剤）を肺
投与型 DDS として用い、その肺がん治療における有用性を評価した。  
ナノ粒子製剤を肺投与した際の siRNA 肺内送達能を検討したところ、静脈内
投与時に比べ、肺投与では肺内への高い送達効率が得られた（Figure 14）。一









による腫瘍細胞への効率的な siRNA 送達（Figure 14）と腫瘍関連タンパク質の
発現抑制（Figure 13）に基づくものと考えられる。標的とした VEGF、c-Myc
及び MDM2 は、いずれもヒト非小細胞肺がん及びヒト小細胞肺がんなどの原発








剤を肺投与した際の血漿中 LDH 活性を測定したところ、LDH の活性増加はみ










Bcl-xL 57)や、肺がんで細胞増殖を促進する KRAS 遺伝子変異の転写因子である




















2. 腫瘍細胞への標的指向能に優れた siRNA 封入ナノ粒子製剤を調製し
た。  
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